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Streszczenie. Selekcja i dobor osobnikdéw do kojarzen jest istotnym etapem pracy hodow-
lanej. Jednym z najstarszych i najbardziej powszechnych kryteriow decydujacych o wy-
borze zwierzat do dalszych kojarzen sg cechy fenotypowe. W celu osiagnigcia lepszych
efektow hodowlanych, klasyczna selekcje coraz czgsciej uzupelnia si¢ wynikami badan
wykorzystujacymi markery molekularne powiazane z cechami uzytkowymi. Pierwotnie
stosowane markery byty oparte na polimorfizmie losowo amplifikowanych fragmentéw
DNA i polimorfizmie dtugos$ci fragmentow restrykcyjnych. Rozwdj technik molekularnych
i genomiki pozwolity na pelniejsze zrozumienie podtoza genetycznego cech uzytkowych
itym samym na wprowadzenie bardziej informatywnych technik opartych na polimorfi-
zmie sekwencji mikrosatelitarnych, jak i wielkoskalowych analizach genomowych wielu
tysiecy polimorficznych nukleotydow. W pracy przedstawiono najczgsciej wykorzystywa-
ne markery molekularne, scharakteryzowano zasade ich oznaczania oraz przedstawiono
przyktady ich zastosowania w naukach zootechnicznych.

Stowa kluczowe: selekcja, polimorfizm molekularny, markery molekularne, sekwencjono-
wanie NGS, polimorfizm SNP

WSTEP

Osiagniecie postepu hodowlanego w kazdej galezi produkeji zwierzecej jest zwigzane
z prawidlowo zaplanowana i prowadzona praca hodowlana, ktora polega na doskonaleniu
zwierzat z pokolenia na pokolenie, a w efekcie czego uzyskaniu osobnikdéw potomnych o lep-
szych parametrach uzytkowych niz osobniki rodzicielskie [Ptak i in. 2015]. Istotnym etapem
kazdej pracy hodowlanej jest selekcja odpowiednich osobnikoéw do dalszej hodowli. W ten
sposob glownym celem hodowcow staje si¢ taki dobdr zwierzat, ktory prowadzi do utrwala-
nia i maksymalizacji warto$ci cech o istotnym znaczeniu uzytkowym i gospodarczym.
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Podstawowa metoda selekcji, ktora jest stosowana od tysigcy lat, jest selekcja fe-
notypowa, jednak coraz wigksze zrozumienie zaleznosci prowadzacych do wystapienia
okreslonego fenotypu oraz to, ze na ostateczng efektywnos$¢ hodowli wptywa wiele czyn-
nikow, zardbwno genetycznych jak i sSrodowiskowych, wskazuja, ze selekcja fenotypowa
nie zawsze pozwala na otrzymywanie optymalnych wynikéw. Postep w genomice zwie-
rzat hodowlanych, ktéry dokonuje si¢ w ostatnich latach, pozwala na lepsze zrozumienie
podioza genetycznego, ktére w duzej mierze decyduje o fenotypie, a tym samym o war-
tosci uzytkowej zwierzecia. W ten sposob obiektem selekcji staje si¢ nie efekt koncowy
(fenotyp), ale instrukcja prowadzaca do jego uzyskania (genotyp). Selekcja fenotypowa
pozwala na stopniowe uzyskiwanie postgpu hodowlanego. Pamigta¢ jednak nalezy, ze
uzyskanie optymalnych wynikéw w szybszym czasie mozliwe jest dzigki danym z analiz
molekularnych. Metody biologii molekularnej sa coraz chetniej wlaczane do badan zoo-
technicznych, majacych na celu poprawianie efektow hodowlanych poprzez wykorzysta-
nie markeréw molekularnych powigzanych z cechami uzytkowymi. W efekcie selekcja
genowa i genomowa znacznie usprawnia prace selekcyjna, a selekcja wspomagana mar-
kerami ma coraz wigkszy wplyw na ksztatt wspotczesnej zootechniki.

MARKERY MOLEKULARNE W HODOWLI ZWIERZAT

Markery molekularne sa coraz bardziej uzytecznym elementem selekcji, a badanie
ich zwiazku z cechami uzytkowymi ma nie tylko znaczenie teoretyczne, ale tez ma cha-
rakter aplikacyjny. W efekcie pracy hodowlanej moga pojawic si¢ przypadki, w ktorych
uzyskuje si¢ postep fenotypowy, w ktorym poprawa jednej cechy moze pociagac za soba
pogorszenie innej. W przypadku gatunkow drobiu, ktore sg selekcjonowane na wysokie
tempo wzrostu, pojawia si¢ zmiana struktury mieéni, miopatia, a w efekcie pogorsze-
nie cech jako$ciowych migsa [Velleman i in. 2003]. Selekcja na wysoka nie$nos¢ czesto
jest zwigzana z wystepowaniem osteoporozy [Meseret 2016]. Zwierzeta poddane selek-
cji rozpoczynaja sktadanie jaj wczes$niej niz osobniki nieselekcjonowane. Wezesniejsza
i intensywniejsza niesnos¢ wigze si¢ z osigganiem mniejszej masy ciata oraz z mniej-
szym pobieraniem paszy. W ten sposob do organizmu nie sg dostarczane optymalne ilosci
sktadnikéw minieralnych niezbednych do prawidtowej budowy kosci. Wyzsza niesnosé¢
prowadzi takze do przesunigcia w réwnowadze mineralnej. Jony wapnia sg intensywnie
zuzywane do wytwarzania skorupek jaj. Niewystarczajaca ilos¢ wapnia w pozywieniu
prowadzi do desorpcji tego pierwiastka z kosci, a w efekcie do ich demineralizacji i roz-
woju osteoporozy. Rozwazana jest takze genetyczna tendencja do wystgpowania oste-
oporozy, diugotrwata selekcja na cech¢ produkcyjna, jaka jest niesnos¢, mogta mie¢ ne-
gatywny wplyw na wytrzymato$¢ kosci.

Efekty uboczne selekcji sa obserwowane u wielu gatunkow zwierzat, migdzy innymi
u $win, u ktorych selekcja na szybkie tempo wzrostu wiaze si¢ z mozliwoscia wystapienia
osteochondrozy i staboscig konczyn [Prunier i in. 2010], czy u bydta, u ktérego selekcja
na wysoka mleczno$¢ moze pociaga¢ za sobg obnizona ptodnos¢, zaburzenia metabolicz-
ne lub wigksza podatnoscia na mastitis — zapalenie wymienia [Oltenacu i Broom 2010].
Niekorzystne efekty intensywnej selekcji, czgsto wynikaja z tego, ze postep w zakresie
danej cechy uzywkowej nastgpuje zbyt szybko. Organizm zwierz¢cia nie jest w pelni
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zaadoptowany do zmian metabolicznych zwigzanych ze wzrostem selekcjonowanej ce-
chy, w zwiagzku z czym moga powsta¢ opisane wczesniej stany patologiczne. W celu
petniejszego zrozumienia efektéw fenotypowych badane jest podtoze genetyczne cech
uzytkowych oraz ich ewentualny zwigzek z cechami niepozadanymi w celu optymalizacji
pracy hodowlane;j.

W ten sposob powszechna do niedawna selekcja fenotypowa jest coraz czgsciej uzu-
petniana selekcja genowa czy genomowa, a strategie okreslane jako selekcja wspomagana
markerami — MAS (ang. Marker-Assisted Selection), czy ocena genomowej warto$ci ho-
dowlanej — GBV (ang. Genomic Breeding Value) staja si¢ cennym narzedziem utatwiaja-
cym pracg hodowlang [Mucha i in. 2015]. Z ekonomicznego punktu widzenia szczegdlne
znaczenie maja loci determinujace cechy ilo$ciowe — QTL (ang. Quantitive Traits Loci),
takie cechy sa warunkowane wielogenowo, a gtéwna rolg marker6w molekularnych jest
poszukiwanie zalezno$ci migdzy konkretnymi uktadami genetycznymi a parametrami
uzytkowymi [Williams 2005]. Wyrazny postep jest widoczny w dluzszym czasie. We-
dtug danych AHDB (Agriculture and Horticulture Development Board) dla bydta z Wysp
Brytyjskich, ilo$¢ mleka produkowanego przez krowe w sezonie 1995/1996 wynosita
5512 litréw, w sezonie 2015/2016 wynosita 7942 litry, co wskazuje na wzrost o ponad
40% w ciagu dwoch dekad roku (rys. 1). Wielka Brytania jest jednym z krajow, w ktorym
wdrozono oceng genetyczng w hodowli bydta mlecznego. Projekt powstalty w 2004 roku
jest realizowany przez EGENES — Edinburgh Genetic Evaluations Services.
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Rys. 1. Wzrost mlecznosci krow na Wyspach Brytyjskich w latach 1995-2016 (opracowanie
wilasne na podstawie danych AHDB — Agriculture and Horticulture Development Board
[online]  https://dairy.ahdb.org.uk/resources-library/market-information/farming-data/
average-milk-yield/#. Wxv3dYouDIV [dostep: 24.02.2018])

Fig. 1. Milkyield growth in 1995-2016 in the Great Britain (own elaboration on database AHDB
— Agriculture and Horticulture Development Board [online] https://dairy.ahdb.org.uk/re-
sources-library/market-information/farming-data/average-milk-yield/#. Wxv3dYouDIV
[accessed: 24.02.2018])
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TECHNIKI WYKORZYSTYWANE DO POSZUKIWANIA MARKEROW
MOLEKULARNYCH

Do poszukiwania i oznaczania markerow molekularnych stosuje si¢ zréoznicowane
techniki. Czg$¢ z nich bazuje na opracowanej w latach 80. tancuchowej reakcji polime-
razy — PCR (ang. Polymerase Chain Reaction), ktora umozliwia amplifikacje¢, a wigc
powielenie fragmentu matrycowego DNA. Uzytecznos$¢ techniki PCR znacznie zwigksza
jej modyfikacje, takie jak np. RT-PCR (ang. Reverse Transcriptase Polymerase Chain
Reaction). Matryca w tej reakcji jest RNA, ktory z uzyciem odwrotnej transkryptazy
jest przepisywany na cDNA, ktore moze by¢ amplifikowane w zwyklej reakcji PCR lub
w qPCR (ang. Quantitive Polymerase Chain Reaction). Amplifikacja sekwencji RNA po-
zwala na diagnostyke wirusow RNA, ale przede wszystkim umozliwia analiz¢ ekspresji
gendw na poziomie transkryptomu. Mozliwa jest rowniez jednoczesna amplifikacja kilku
lub kilkunastu sekwencji docelowych w jednej mieszaninie reakcyjnej, dzigki technice
multiplex PCR. Wzrost liczby uzyskiwanych produktéw pozwala na generowanie wigk-
szej liczby informacji. Multiplex PCR jest wykorzystywany miedzy innymi do oceny
struktury genetycznej populacji na podstawie polimorficznych markeréw molekularnych
[Seilsuth i in. 2016]. Uniwersalnos¢ i wszechstronnos$¢ zaré6wno klasycznej techniki PCR,
jak 1 jej modyfikacji sprawiaja, ze techniki te sg coraz powszechniej wiaczane do badan
zootechnicznych, stanowigc podstawe dla wielu metod molekularnych wykorzystywa-
nych w poszukiwaniu markeréw genetycznych.

POLIMORFIZM LOSOWO AMPLIFIKOWANYCH FRAGMENTOW DNA - RAPD

Jednymi z pierwszych rodzajow markeréw molekularnych wykorzystanych w zoo-
technice byly, bazujace na technice PCR, markery RAPD (ang. Random Amplification
of Polymorphic DNA). Metoda pozwala na rownoczesng detekcje wielu polimorficz-
nych loci w catym genomie. Wykorzystuje si¢ w niej okoto 10 nukleotydowych starte-
row o losowo dobranej sekwencji, ktore w stosunkowo niskiej temperaturze przytacza
si¢ do genomowego DNA na zasadzie komplementarno$ci, generujac réznej wielkosci
pro-dukty (rys. 2). W przeciwienstwie do klasycznej reakcji PCR, w przypadku RAPD
nie jest konieczna znajomos$¢ sekwencji docelowej [Yang i in. 2013]. Metoda RAPD
byla wykorzystana do okreslenia stopnia genetycznej zmiennosci takich zwierzat
hodowlanych jak owce czy bydlo [Kantanen i in. 1995]. Analiza losowo amplifiko-
wanego polimorficznego DNA pozwala takze na ocen¢ zréznicowania genetycznego
wielu gatunkéw zwierzat wolnozyjacych, tj. jeleni, dzikow, rysi, wilkow, borsukow czy
liséw [Palomares i in. 2002, Flagstad i in. 2003, Klukowska i in. 2004]. Prowadzono
takze badania, w ktorych technika RAPD zostala wykorzystana do porownania stop-
nia zmiennosci i relacji filogenetycznych pomigdzy populacjami jenotéw hodowlanych
i wolnozyjacych, potwierdzajac wplyw pracy hodowlanej na zmiany w strukturze ge-
netycznej badanych populacjach [Slaska i in. 2010]. Obecnie metoda jest coraz rzadziej
stosowana ze wzgledu na mata powtarzalnos¢ wynikéw pomiedzy osrodkami badaw-
czymi, a do oceny struktury genetycznej uzywa si¢ bardziej polimorficznych markerow
mikrosatelitarnych [Salamon i in. 2014, Sharma i in. 2015].
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Rys. 2. Wykorzystanie analizy RAPD do okreslenia zréznicowania genetycznego w populacji
lisow hodowlanych, M — marker wielkosci, 1-16 — profile RAPD badanych osobnikow
(badania wiasne)

Fig. 3. Usage of RAPD method to estimation of genetic variability in farmed foxes population,
M — size marker, 1-16 — RAPD profiles of tested animals (own research)

RFLP | AFLP - MARKERY OPARTE NA WYKORZYSTANIU ENZYMOW
RESTRYKCYJNYCH

Inng technika wykrywajaca polimorfizmy, a tym samym pozwalajaca na poszu-
kiwanie markerow molekularnych jest technika wykorzystujaca polimorfizm dhu-
gosci fragmentow restrykcyjnych — RFLP (ang. Restriction Fragment Length Poly-
morphism). Metoda jest rozwinigciem techniki PCR, polega na trawieniu produktow
reakcji amplifikacji za pomoca enzymow restrykcyjnych. Powstate po trawieniu pro-
dukty sa identyfikowane za pomocg elektroforezy zelowej. Réznice w sekwencji nu-
kleotydowej wynikaja z obecnos$ci specyficznych miejsc cigcia dla enzymow restryk-
cyjnych. Wystepujacy polimorfizm jest efektem mutacji punktowych, ktoére prowadza
do wystepowania roznych alleli. Metoda PCR-RFLP moze by¢ wykorzystywana do
badania zwigzku miedzy poszczegdlnymi genotypami a cechami uzytkowymi. Analiza
polimorfizmu dlugosci fragmentéw restrykcyjnych w genach prolaktyny i receptora
prolaktyny, zostala zastosowana do poszukiwania markerow zwigzanych z wielko-
$cig miotu uzyskiwanego od $win [Drogemuller i in. 2001, Korwin-Kossakowska i in.
2003]. Technike RFLP wykorzystano takze do detekcji allelu genu DGATI, ktory jest
zwiazany z wyzsza zawartoscia thuszczu w mleku krow rasy Simental-Fleckvieh [Win-
ter i in. 2002] oraz do analiz zwigzku migdzy allelemi genu POUIFI a mlecznoscia
i masg urodzeniowa koz [Lan i in. 2007]. Wykorzystanie markeréw RFLP pozwolito
takze na znalezienie zwigzku migdzy polimorfizmem w genie kalpastatyny (gen CAST)
a jako$cig migsa wieprzowego, co potwierdzito uzytecznos¢ markera w programach
hodowlanych [Ciobanu i in. 2004, Ropka-Molik i in. 2014]. Podobne badania zostaty
przeprowadzone dla innych gatunkéw zwierzat hodowlanych takich jak bydto [Bonilla
iin. 2010] i owce [Xu i in. 2009].
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Metoda AFLP (ang. Amplified Fragment Length Polymorphism), polega na trawie-
niu genomowego DNA enzymami restrykcyjnymi (w przypadku ssakow gldwnie enzy-
mami EcoRI i Tagl), przytaczeniu sekwencji adaptorowych, preamplifikacji, a nastgpnie
amplifikacji wlasciwej przy uzyciu specyficznych starterow. Metoda AFLP pozwala na
jednoczesng analiz¢ wielu /oci, a tym samym detekcje wielu potencjalnych miejsc marke-
rowych [Vos 1 in. 1995]. Metoda zostata wykorzystana migdzy innymi do oceny stopnia
zréznicowania genetycznego koz, bydfa i drobiu [Ajmone-Marsan i in. 1997, Ajmone-
-Marsan i in. 2001, De Marchi i in. 2006]. Oprécz analiz struktury genetycznej, technika
AFLP jest uzywana do poszukiwania loci QTL zwiazanych z parametrami migsa u §win
[Wimmers i in. 2002].

SEKWENCJE MIKROSATELITARNE - STR

Do powszechnie stosowanych markeréw naleza sekwencje mikrosatelitarne nazywa-
ne tez sekwencjami STR (ang. Short Tandem Repeats). Mikrosatelity sktadaja si¢ z mo-
tywu powtarzalnego, zwykle 2—6 nukleotydow, ktory wystepuje w zrdéznicowanej licz-
bie powtorzen, co stanowi podstawe do wyodrgbnienia poszczeg6élnych alleli. Markery
STR charakteryzuja si¢ wysokim polimorfizmem, dzigki czemu moga by¢ wykorzystane
do analiz pokrewienstwa, zmiennosci, wykluczania badZ potwierdzania ojcostwa [Sey-
edabadi i Savar Sofla 2017], identyfikacji osobniczej [Al-Atiyat 2015, Bigi i in. 2015],
identyfikacji gatunkowej [Jakubczak i Jezewska 2008] jak i w kontroli pochodzenia [Ka-
minski 2015]. Technika stuzaca do badania zmienno$ci mikrosatelitarnej jest wspomnia-
ny wezesniej multiplex PCR, ktéry w znaczacym stopniu zwigksza ilo$¢ uzyskiwanych
danych, dzigki jednoczesnej amplifikacji wielu sekwencji docelowych otrzymywany jest
unikalny profil genetyczny (rys. 3).

Markery mikrosatelitarne wykorzystywane sa takze w hodowli zachowawczej.
Bioroznorodnos¢ jest istotnym aspektem w hodowli, a jej zachowanie powinno by¢
jednym z priorytetéw wspotczesnej zootechniki. Skrajnym przypadkiem bezpow-
rotnej utraty réznorodnosci jest przyktad bydta, w zachodniej Europie na poczatku
XX wieku wystepowalo okoto 230 ras bydta, z ktorych az 70 wyginglo [Reklewski
2005]. Utrzymywanie zréznicowanej puli genetycznej stwarza wigksze mozliwosci se-
lekcji, a takze zachowanie ras unikalnych, ktore sg efektem dhugotrwalej pracy hodow-
lanej. Zastosowanie markerow STR umozliwia ocen¢ zmienno$ci zard6wno pomiedzy
rasami, jak 1 w obrebie rasy. Znajomos¢ takich parametrow jak heterozygotycznosé,
stopien polimorfizmu utatwia planowanie pracy hodowlanej w sposoéb pozwalajacy na
utrzymanie optymalnej bioréznorodnosci, unikanie depresji inbredowej oraz prowa-
dzenie selekcji w sposob umozliwiajacy osiggniecie maksymalnej efektywnosci hete-
rozji [Radko 2007].

Podejmowane sg proby badania zwiazku migdzy sekwencjami mikrosatelitarnymi a
cechami uzytkowymi. Przyktadem sa badania Changa i innych [2003], ktorzy wskazali
na istnienie zalezno$ci miedzy wystepowaniem powtorzen dinukleotydowych w trans-
krypcie genu desminy w migsniach szkieletowych §win a kolorem migsa. Analizy za-
lezno$ci migdzy profilem mikrosatelitarnym a jakoscig migsa przeprowadzono takze
dla drobiu, w przypadku kaczek wskazano na mozliwo$¢ selekcji opartej na markerach
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STR, prowadzacej do uzyskania zwierzat o wickszej masie tuszek i migsni piersiowych
przy jednoczesnej redukcji ilosci thuszczu podskornego [Mucha i in. 2014, Molinski
i in. 2015]. Badania prowadzone zarowno na bydle rasy holsztynskiej, jak i osobni-
kach mieszancowych pozwolity na znalezienie markerow zwigzanych z jakosciag mleka
[Gupta i in. 2016].

POLIMORFIZM POJEDYNCZYCH NUKLEOTYDOW - SNP

Znacznie wigkszy wglad w genom organizmow zywych daja techniki sekwencjono-
wania. Najprostszym, ale najmniej informatywnym rozwigzaniem jest sekwencjonowa-
nie metoda Sangera pozwalajace na detekcje polimorfizmoéw pojedynczych nukleotydow
— SNP (ang. Single Nucleotide Polymorphism) miedzy analizowanymi sekwencjami
(rys. 4). Cickawym rozwigzaniem jest potaczenie kilku rodzajow markeréw w jednej
analizie, tak jak miato to miejsce podczas poszukiwania markerow zwigzanych z jako-
$cig migsa drobiowego [Felicio i in. 2013]. Regiony kandydatorowe zostaty wytypowane
na podstawie polimorfizmu mikrosatelitarnego, w ten sposob wskazano geny FGFBPI
i FGFBP? jako potencjalnie zwigzany z migsnoscig. Dodatkowa analiza polimofizmu
SNP pozwolita na wskazanie genotypow o wigkszej masie uzyskiwanych migsni piersio-
wych i mniejszym wycieku po mrozeniu [Felicio i in. 2013].
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Rys. 4. Wynik sekwencjonowania metodg Sangera ze wskazanym polimorficznym nukleotydem
— polimorfizm typu SNP — C>T (badania wlasne)

Fig. 4.  Sanger sequencing results with indicated polymorphic nucleotide — Single Nucleotide
Polymorphism (SNP) — C>T (own research)

Sekwencjonowanie metoda Sangera teoretycznie pozwala na poznanie calego geno-
mu, w praktyce wykorzystywana jest jednak do sekwencjonwania krotkich fragmentow
genomu i analiz pordwnawczych migdzy uzyskiwanymi sekwencjami. Zasada techniki
zostala opracowana pod koniec lat 70. XX wieku [Sanger i in. 1977], a sama metoda
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wcigz znajduje zastosowanie w wielu placowkach badawczych. Jej najwigkszym ograni-
czeniem jest stosunkowo niewielka ilo$¢ uzyskiwanych danych.

Wigkszo$¢ cech uzytkowych jest zalezna od wielu genéw, dlatego tez analiza poje-
dynczych markeréw SNP pozwala na wytlumaczenie podtoza genetycznego w bardzo
ograniczonym stopniu. W zwiazku z tym sekwencjonowanie metoda Sangera nie jest
odpowiednig platforma do uzyskiwania wystarczajacej liczby danych, dlatego tez obec-
nie coraz cze¢scie] wykorzystuje si¢ technologie nowej generacji — NGS (ang. Next Ge-
neration Sequencing), ktore pozwalaja na przeprowadzenie kilku milionéw odczytow
sekwencji i jednoczesna analize catych genomoéw, co znacznie zwigksza wydajnos¢ me-
tody w poréwnaniu z metodg Sangera. Roznic¢ w wydajnosci doskonale oddaje czas, jaki
jest potrzebny do zsekwencjonowania catego ludzkiego genomu za pomoca tych technik.
Stosujac metode Sangera, poznanie ludzkiego genomu zajeto okoto 10 lat, przy zasto-
sowaniu techniki NGS wynik jest uzyskiwany w ciaggu zaledwie jednego dnia [Behjati
i Tarpey 2013]. Obecnie sekwencjonowania wielkoskalowe sa prowadzone za pomoca
technik nowych generacji z uzyciem platform takich jak Illumina, Solid czy Ion Torrent.
Wielkoskalowe analizy genomowe umozliwiaja znacznie bardziej precyzyjne i wydajne
zidentyfikowanie markeréw oraz mapowanie cech ilosciowych (QTL), dlatego tez roz-
wigzania na nich oparte stopniowo wypieraja stosowane wczesniej markery, wprowadza-
jac do zootechniki rozwigzanie nazywane selekcja genomowa.

Praktycznym wykorzystaniem wynikéw otrzymywanych metodami NGS jest wyod-
rgbnianie na podstawie wykrytych polimorfizméow alleli wykazujacych asocjacje z ce-
chami uzytkowymi. W ten sposéb sposrod wielu polimorfizmow typu SNP wybierane
sa te, ktore wplywaja na korzystny produkcyjnie efekt fenotypowy. Komercyjnym roz-
wigzaniem powstalym na bazie wynikow NGS sa panele molekularne pozwalajace na
jednoczesng analiz¢ wielu tysiecy polimorficznych nukleotydow. Tsuruta i inni [2015]
wykorzystali panel umozliwiajacy analiz¢ ponad 42 000 markeréw typu SNP do oce-
ny genetycznej warto$ci hodowlanej bydta. Analiza SNP zostata takze wykorzystana
do poszukiwania zaleznos$ci miedzy podiozem genetycznym a takimi parametrami jak
mleczno$¢ i1 $miertelnos¢ bydta [Tsuruta i in. 2017]. Wykorzystywane sa takze zestawy
o0 znacznie mniejszej liczbie analizowanych loci, zwigzanych z cechami produkcyjnymi.
Przyktadem zestawu ukierunkowanego na konkretng cechg jest zawierajacy 96 marke-
row SNP w 54 genach o potencjalnym zwigzku z jako$cig mleka. Badania potwierdzity
zalezno$¢ miedzy poszczegdlnymi allelami a zawarto$cia biatka, kazeiny, thuszczu czy
komorek somatycznych [Cecchinato i in. 2014].

Najwigkszymi ograniczeniami selekcji genomowej wydaje si¢ konieczno$¢ analizy
ogromne;j ilosci polimorficznych loci w celu uzyskaniu wiarygodnych wynikow oraz koszt
analizy. Jednak dynamika rozwoju wspdtczesnej genomiki w znacznym stopniu prowadzi
zaréwno do wzrostu informatywnosci stosowanych metod, jak i do obnizania ceny selek-
cji genomowej. Zastosowanie rozwigzania ,,genotypowanie przez sekwencjonowanie”
— GBS (ang. Genotyping by Sequencing) pozwala na analiz¢ ponad 50 000 SNP w cenie
nizszej niz 30 USD za osobnika [De Donato i in. 2013]. W hodowli bydta mlecznego oce-
na genomowej wartosci hodowlanej GBV (ang. Genomic Breeding Value), jest stosowana
coraz powszechniej. Po zsekwencjonowaniu genomu bydta domowego, mozliwe stato si¢
zaprojektowanie panelu skupiajacego 54 000 polimorficznych nukleotydow, ktory stal
si¢ komercyjnym rozwigzaniem do selekcji genomowej, stosowanym w wielu krajach
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[Kaminski 2015]. Selekcja genomowa zyskuje popularnos¢ takze w Polsce. W 2009 roku
powstato konsorcjum MASinBULL, ktorego celem jest popularyzacja i wdrazanie sys-
temu genomowej oceny warto$ci hodowlanej w naszym kraju [Kaminski 2012]. Panele
SNP sa projektowane takze dla innych gatunkow zwierzat hodowlanych, np. dla drobiu.
Pierwszy panel SNP wykorzystany w analizach kur skladal si¢ z zaledwie 3 000 polimor-
fizmow SNP, wspolczesne komercyjne macierze zawieraja ponad 60 000 SNP, jednak
w wyniku dalszych badan powstajg coraz bardziej ztozone panele pozwalajace na jeszcze
petniejsza charakterystyke genomu zwierzat hodowlanych, w efekcie zaprojektowano
zestawy pozwalajace na analiz¢ niemal 600 000 polimorfizméw SNP u drobiu i ponad
600 000 u bydta [Kranis i in. 2013].

PODSUMOWANIE

Nauki zootechniczne, podobnie jak wiele innych dziedzin wiedzy, coraz intensyw-
niej wprowadzaja do rutynowych analiz techniki molekularne, w efekcie czego coraz
powszechniej klasyczne metody selekcji sa uzupetniane selekcja na podstawie markerow
molekularnych. Poznanie podtoza molekularnego cech uzytkowych pozwala na znaczne
usprawnienie selekcji osobnikow do dalszej hodowli, a tym samym na zwigkszenie efek-
tow pracy hodowlanej. Klasyczna selekcja fenotypowa nie w pelni uwzglednia zlozone
relacje, ktore prowadza do wystapienia okreslonych fenotypdéw. Oceniany jest jedynie
,,efekt koncowy”, ktory jest wartoscig wypadkowa wielu czynnikow, zarowno srodowi-
skowych, jak i genetycznych. Sama selekcja genomowa nie moze w pelni zastgpi¢ se-
lekcji fenotypowej, jednak jest niezbgdna do holistycznej oceny wartosci hodowlanej
utrzymywanych zwierzat. Wydaje si¢ wigc, ze mimo stosunkowo wysokiej ceny metody
molekularne beda coraz powszechniej uzupetniaty wspotczesne metody hodowlane.
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MOLECULAR MARKERS USED IN SELECTION OF BREEDING
ANIMALS

Summary. Selection plays a crucial role in animal breeding. The oldest and still used meth-
ods of selection of animals to further breeding are often based on the phenotypic traits. This
approach allows to improve results of breeding in relatively slowly pace and only in nar-
row degree. More effective way of obtaining progress is involving of molecular techniques
and markers into breeding programs. There are many types of molecular markers associated
with traits that are important from the viewpoint of the breeders as well as consumers. The
most primary molecular markers are based on the proteins but their effectiveness is not suf-
ficient. Therefore polymorphisms present in the genetic material were consider as a better
way of enhancing of breeding results. The milestone in molecular biology was developing of
PCR technique. Amplification of genetic material open new possibilities in many branches
of science but also industry and agriculture. In this way such techniques as RAPD — Random
Amplification of Polymorphic DNA, or RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism,
were established. Whereas RAPD is mostly used to analysis of genetic diversity between
populations, RFLP technique enabled investigating of association between particular alleles
and the productive traits. Constant progress in molecular biology brings even more informa-
tive methods from polymorphic microsatellite markers up to high-throughput sequencing re-
vealing whole genomes. Microsatellite polymorphism is based on the STR sequences (Short
Tandem Repeats) that exhibit considerable variation between individuals, therefore they are
great tool to monitoring of genetic structure of breeding population, designing of breeding
programs and protecting against the inbreeding depression. Sequencing techniques are fo-
cused on the SNP polymorphism (Single Nucleotide Polymorphism), appearing between ge-
nomes. Sanger sequencing is limited to analysis of relatively small sequences, whereas NGS
techniques allow to screen whole genomes in searching of polymorphic nucleotides involved
in expression of desire traits. Results of sequencing are used to designing and development of
SNP panels, that enable simultaneous screening of huge number of polymorphic nucleotide.
Modern breeding programs are often supplemented by the results of genomic analysis, that
brings meaningful insight into genetic background of such traits as meat quality, milk produc-
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tion or reproduction traits. Constant development of technology is followed by the decreasing
of costs and therefore it seems that breeding programs assisted by molecular markers will be
more widely introduced into the common usage.

Key words: selection, molecular polymorphism, molecular markers, NGS, SNP panels
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